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Sununary 
c;ぇthepsinB 1i'om thc Iiver of sagittatcd calamary， Ol7lmatosllψ!tes saloani tacijicus， was 
purified by lo11owing町 stcps: homogenization， ammonium sulfate fractionation， CM-
cellulose column chromatogr‘aphy， DEAE田cellulosc column chromatography， CM岨
cellulose column rechromatography， Sephadex G-75 column chromatography and re嗣
chr・omatography. This procedure yielded the purified enzyme with a 0.09% recovery 
of the activity in original extracts. Thc purificd enzymc appcars to be homogeneous， 
when tested by disc electrophoresis at both pH 4-.3 and pH 9.5. Specific activity of thc 
enzymc was 5.34-unit(mg. Thc molccular wcight of the enzyme合omsagittated cal-
amary was estimated to be consiclerably smaller than those of cathepsin B 1 fr‘om human 
livcr， bovine spleen and livcr， asjudged from the result of its Sepがhade侃xG剛-7乃5c∞olum 
chromatωog♂r弓1判apコhy. The optimum pH 101' Bz-Ar、g• NH2 hydrolysis by the enzyme was 
4-.5 in 0.1 M sodium acetate bu汀erand was 5.5 in 0.1 M phosphate bu能r. The enzyme 
was strongly inactivated by alkylating reagents such as monoiodoacctate and N-ethyl幽
malcimide cven in thc刊'esenccof 30 mM 2-mercaptoethylamine at pH 4-.5. No irト
hibition of thc cnzyme was observcd in the prescnce of 3.4-mM DFP. 
絡
1957年に GreenbaumとFruton1) によってやの粋臓に L-cysteineの存夜下で trypsin の合成
法質を加水分解する作用を有する cathepsinBが存庇することが見出された.その後， cathepsin 
Bはネズミの腎!際2)と肝臓3)の細胞の lysosomeに局在していることが切らかにされた. 1971年













CM-cellulos巴とDEAE輔cellulose!C;J: Brown tl:から得た.Sephadex G-75は Pharmaciaの製品
である.Benzoyl argininamideoHCI (Bz-Arg.NHz)は蛋白質研究奨励会(大阪)から購入した.
特級 monoiodoaceticacidと N-ethylmaleimide は半芥化学薬品から得た. Diisopropylfluoro幽
phosphate (DFP)は Koch嶋LightLaboratories (England)の製品でーある.他のすべての試薬は市




般変性ヘモグロビンを接関として丹jいて O.lMcitrate-HCI緩衝液 (pH4.5)時?で L回cysteine
仔ヂE 下と非符夜 iごにふ、いて陣式毛反応を行わせた.反応，，~l に生成した， trichloroacetic acid(TCA) 
町議性ペプチドによる 275nmにふ、ける吸光皮 (AZ75)を測定することによって cathepsinBの
活性測定を行った.試験区分として， 開宇奈液 400μlと0.125ML-cysteine 100(Aを合1.Ji見合液
(pH 4. 5)を 300Cで20分間プリインキュベートした.その後， 1.296酸変性ヘモグロビ、ン溶液
(pH4.5) 2.0mlを加えて際素反応を開始した.30分間反応させた後，その反応混合液に 0.44M
TCA水溶液 2.0mlを加えて反応を停止させた.30分間静院した後，生じた沈澱をろ過によって
徐去し，得られた TCA可i谷区分の A275を測定した.ブランクとして，際議液 400(tlと0.125M
L-cysteine 100μlを1J;-1.s混合液を 300Cで50分間インキュベートした後， その混合淡に 0.44M
TCA 7J<溶液 2.0mlと1.296酸変性ヘモグロビン 2.0mlを]1際次添加した. "rij記の試験区分と全く
同じ操作によって，ブランク区分の AZ75を測定した.試験1:><分の AZ75からブランク区分のA275
を諜引いた吸光度の増加分をもって L-cysteine依存jtl:プロテァ --t[ i[j'~f: とした.また， L-cysteine 
を合まない際業反応協会液について， fiJ記とi可じ-1)¥1，作によって A275の増加分"{r;gqJ¥ L， それを
もってレcysteine;)1"依存性プロテァーゼ活性とした.
2-2 アミダーゼ活性の測定 合成主~~'， Bz-Argo NH2に cathepsinBを作用させ，生成した
NH3をConwayの微長拡散法一Indophenolnitroprusside発色法1)にしたがって発色させた後，
A625の増加を測定することによって cathepsinB のアミダーゼ、活性を定泣した.際共~~.夜 100μi
と4mMEDTA・2Naを含む 0.16M2-mercaptoethylamine 100μIから成る混合液 (pH4.5)を
300Cで20分間プリインキュベートすることによって cathepsinBを活性化した後， 50mM Bz-
ArgoNH2200μlを加えて際業反応てと開始した.20分!日}インキュベートした後， その反応混合液




cathepsin B溶液 (O.OlM 齢被緩衝液， pH 4.7)の 220-34011mに;t'ける吸光度を1.0cm石英
セノレとダブルピーム分光々度計(日立， EPS-3T)を使用して測定した.
4. Discゲル漉銭泳動
Discゲ、ノレ電気泳動は， Davisl2)の方法にしたがって， 7.5必ゲノレのカラム 1!f正当り 200f.lgの関手議
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を添加し， pH4.3とpH9.5にふ、いて定泡流 5mA/カラム通電して行われた.
5. 限外ろ過
限外ろ過股 (Ul¥ι2)と線外ろjfi!J加j主セ Jレ(220ml)を用いて 3kg/cm2 の N2ガ、スで加圧する
ことによって，院議ifl.のl限外濃縮を行なった.
6. 組欝実験
酵素液 100μ!と 80mMの 2-mercaptoethylamine50μiを含む混合液 (O.lM酢酸緩衝液，
pH4.5)を300Cで20分間プリインキュベートして cathepsinBを活性化した後，種々の濃度の
阻害剤， monoiodoacetic acid， N-ethylmaleimideあるいは diisopropylfluorophosphate50μiを
添加し，この混合液をさらに20分間インキュベートした.その後，この混合液に 50mMBz-Arg' 
NH2200μi加えて， 300Cで20分間酵素反応を行わせ，残存する自在:索活性を前記のアミダーゼ活





















O.OlM酢酸緩衝液 (pH4.7)を流してカラムを洗い，次に NaClをそれぞれ O.lM，0.2M .:t'よ
び0.3M含むO.01M酢綾緩衝液 (pH4.7)を用いて，カラムに吸着されているタンパク質を段階
的にi容出した.その溶1パターンは Fig.1に示されている. タンパク費は 7つのどークに分別
され，それらを F-I-FベTI と分類した.F-IIから F-Vまでの各1頭i分に L-cysteine非依存'段
プロテァ一一ぜ活性が見1されたが L-cysteine依存性プロテァ--li、活性が最も高かった両分は
F-Vであった.この F-Vを集めて，限外ろ過によって濃縮した.
第4段階. DEAE・celluloseカラムクロマトグラフィー 第3段階で濃縮された酵素淡 (1人
V)をViskingチュープ(普36/32)を用いて O.01M酢酸緩衝液 (pH4.7)に対して十分透析した.
透析中に生じた沈でんは遠心分離によってi除去した. その上清を同じ条件で平衡化した DEAE司
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Fig. 1 CM-Cellulose Co1umn Chromatography (1.7 x 3.5 cm) 
celluloseカラム (3.8x41cm)に添加した.カラムに!汲若したタンパク質を最初に O.OlM 酢援金
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Fig. 2 DEAE-Cellulose Column Chromatography (3.8 x 41 cm) 
。
第5段階. CM・.cellulose再クロマトグラフィー 第4段階で濃給した鮮素淡を O.OlM 酢酸
緩衝液 (pH4.7)で王子衡化した CM-celluloseカラム (2.8x30cm)に添加した後，カラムにi汲清
されたタンパク質を最初に O.1MNaClを含む O.OlM 首j:酸緩徳液 (pH4.7)で総出し，次に NaCl
の濃度を O.1Mから O.3Mまで述続的にしかも直線的に上げて溶出した.その詳しい溶，'tlノf
ターンを Fig.3に示す.Fig.3に見られるように， cathepsin B は NaCl濃度 O.15M 1~1'近で溶
出されたが，そのピークは他のタンパク質のピークと重なっていた.際索活性をタンパク質のパ
ターンとが一致した閥分を集めて， I民外ろ過によって濃縮した.
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第6段階. Sephadex G-75カラムクロマトグラフィー Sephadex G-75は PharmaciaCo. 

























た.この濃縮液を最終精製酵素液として実験に使用した. 7J: .:t' ，精製過程にお、ける酵素活性の収
益は Table1にまとめられている.硫安分別後の脱i忽・平箭化の過程で金酵素活性のi民f置が極度
に低1ごした.
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Fig. 5 Scphadcx G-75 Column Rcchromatography (2.5 x 90 cm) 
Table 1. PUI‘ification of Cathepsin B from O. sloani pacificus 
Volumc Activity Protcin Total Purifi輪 Yiclcl
Stcps 
(ml) (unitsJmg) (mgJml) umts cation % 
1. Original cxtract 5，028 0.53 19.7 2，665 0.027 100 
2. Ammonium 
sulfate (30-60%) 577 3.β 36.8 2，193 0.103 3.8 82 
3. CM・cellulosecolumn 
chromatography 9(; 1.38 :>.44 133 0.230 8.:> 4.9 
4. DEAE幽cellulosc
column chromatography 96 0.64 2.24 63 0.295 10.9 2.3 
5. CM-cellulose column 
rechromatography 9.0 0.63 1.83 5.7 0.344 12.7 0.21 
6. Sephadex G-75 
column chromatography 8.8 0.457 0.30 3.96 1.49 55.0 0.14 
7. Sephaclex G-75 
column rechromatography 5.7 0.406 0.076 2.31 5.34 197.0 0.09 
One unit: Enzyme amount required to form onc micromole ofNH3 per minute at 300C uncler 
the assay conclition 
2. Discゲル電気泳動
最終精製酵素の純度を検定するために， pH4.3とpH9.5にふ、いて， 7.5形ゲ、ノレ濃度で disc
ゲ、ノレ電気泳動を行った.その結果を Fig.6に示す.Fig.6に見られるように， nlj pHに主"¥ハて
単一のバンドが観察された.
3. 紫外吸収スペクトル
精製欝素は O.lM酢酸緩衝液 (pH4.7) 41で単純タンパク質特有の紫外吸収IHぱ~í( (Fig.7) を
示し， A280/ A260=2.2であった.
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Bz-Arg.NHzの加水分解に及ぼす pHの影響を O.lM酢酸緩衝液を用いて調べた結采を Fig.8
に示す. Fig.8に見られるように，本酵素による Bz-Arg.NH2の加水分解は pHに大きく依存
してbり，その最適 pHは4.5であった. また， O.lM リン酸緩衝液を用いて向じ基質の加水分
解に及ぼす pHの影響を調べた紡糸を Fig.9に示す.この場合，最適 p狂は5.6であった.
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Fig. 8 Activity of Cathepsin B as a 
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Fig. 9 Activity of Cathepsin B as a Function of pH 
5. Cathepsin Bの活性化の 2-mercaptoethylamine濃度依存性
種々の濃度の 2-mercaptoethylamineの存在下で精製酵素を活性化した後， Bz-Arg.NH を恭
質として用いてアミダーゼ、活性を測定した.その結果を Fig.10に示す.2-mercaptoethylamine 
がlOmM以下の範凶では， cathepsin Bの活性化は 2-mercaptoethylamineの濃度に依存したが，
~38 サ (1975)依然大学}奨学会;報38 
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Fig.11は穏々の濃度の moコoiodoaceticacidの存夜下にお、ける cathepsinB iJ)キ[[対的活性を
示したものである.pH 4.5にふ、いて，0.5pMの monoiodoaceticacidの存在下で昨索活性は76
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maleimideの存在下で， cathepsin B の残存活性は1996であった. ~;b'，種々の濃度の DFP の
存在ドにふ、ける際素活性を誠べた結果， 3.4mM DFPによって cathepsinB は何らの影響も及
ばされなかった.















cathepsin B の精製i投獄，とくに硫安分別後の )1比l:í~{・平衡化にbいて会群衆活性の収lItが極度に






cathepsin Bのj改MipHは O.lM酢酸緩衝液をmいた場合4.5であり， O.lMリン後緩衝液を
JIいた場合5.5であったという・.Jgたは， JI，n乳動物の cathepsinBlの段j議 pHが6.0-6.5である
という報告4)された事尖とれ!逃している.
スルメイカ)l二臓から精製された cathepsinBについてこれまでにfぜられたま[j見だけから判断し
ても，本自主奈はJI，1l乳動物の cathepsinB1 -I>'よび cathepsinB2とかなり奥ったタンパク質である
と考えられる.
cathepsin Bは pH4.5で 30mMのふmercaptoethylamineの存在下で monoiodoaceticacid 
とN-ethylmaleimideによって強く阻害された.monoiodoacetic acidとN-ethylmaleimideはい
ずれも pH7…8.5に沿いてタンパク質分子中の Cys残2去をアノレキノレ化して， S-アノレキノレ誘導体を




2-l11erca ptoethylal11ineの移;(::Eドに-I>'いても， l11onoiodoacetic acidあるいは N-ethy1l11aleimide 
によって活性発携に関与している Cys残基が修飾され， その結来上記の雨化合物によって酵素
活性が阻容されるという可能性もJ5aえられる.












cathepsin Blの分子盈に比べてかなり小さいものと推定される. この舵:素による Bz-Arg.N狂2
の加水分解の最適 pHは O.lM酢酸緩衝液中で4.5であり，また O.lM リン酸緩衝液中で5.5で
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